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0 Blosensoranordming. 



0 Zut Reaiisierung etoer strfmungsgQnstigen. 
Weinvoiuroigen &jrcMki8metoe«e einerSensor^ 
ordrtung *ur Bestimmung etner Substi atkorueriti a* 
bon in einem Probenmedium rmt einer membrantoe- 
deckten Er*yrne*ektrode und etner RefereruetoHho- 
de. welche mil der Mefeefle in Kontakt sterwn, wri 
vorgeschlagen. daft die RefererueieMrode auterhaft) 

3 der Membranatodeckung der Enzymetefctrode ange- 
ordnet ist und dad die maximaie Ausdehmmg der 
Ourcrtnu8meaie«e normal zur SlririHirigsrtcrttung 
£des Probenmediums im wesentttchen dem Ourch- 
0>messer der sensittven Schicht der Enzymetettrode 
1^ entspricht. 
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Sensoranordnung 



Oie Erfindung betrifft eine Sensoranordnung 
zur Bestimmung einer Substratkonzentration in ei- 
ne m Probenmedium mit etner membranbedeckten, 
amperometrischen Enzymetektrode und einer Refe- 
renzelektrode, weiche mit einer Ourchflmimeflzelle 
in Kontakt stetten. 

In vielen Bereichen dor Medizin Oder auch o>r 
Biotechnik kommt dec axcxten Bestimmung einer 
bestimivten Substratkonzentration in einem Pro- 
benmedium. beisptelswetse der Glucosekonzentra- 
tion in einer PerfusionsiSsung. gioBe Bedeutung 
zu. Haufig werden daxu eiektrochemische Senso- 
ren verwendet, wobei an Hand der Bestimmung der 
fl-O-Gtucose das Mefiprituip dieser Elektroden er- 
.autert werden soil. 

Nach gSngiger Praxis s*nd amperometriscbe 
Verfahren mit konstanter Polarisationsspannung Up 
zur Substratbestimmung besonders gut g**gnet 
Bei diesem Verfahren wird innerhalb einer Mem- 
brar., in weicher das Enzym Giucoseoxidase (GOO) 
.mmobilisiert ist die fi-D-Glucose entsprechend tol- 
gender cbemischen fleaktionsgleichung umgewan- 

deit n o o 

fl^OGlucose ♦ Oi - - - - - - Gluconrfure ♦ 

H 2 0 2 

Das dadurcn gebiWete Wasserstoffperoxid 
kann dureh anodische Oxidation an e»ner Platin- 
etektrode detektiert werden: 

H 2 Oj ■ Oi ♦ 2H # ♦ 2e- 

Up * 600 ... 700 mV 

Oie Grdfle des Sensorstromes ist von der 
' Glucose-Konzentration der ProbenWsung abhingig. 
Oie praktische Anwendung der amperometrt* 
schen Glucosebestimmung mit Mitte von Enzym- 
sensoren setzt nicht nur besamrnte cherntsche. 
sondem auch geornetrische Rafiofcedtogung*" vor " 
aus. Es moB zum Beispiel die Ausbtidung der 
Amxlenoberfllche Nmeichend gro* sain, damit 
etr>e ausreichende SenaoteitHifooSchkeit erretcht 
w».d. Oie Forderung nach einer groflen EJektroden- 
obernicne w#d auch an die Refeiwuetoktrode ge- 
steilt Qbar <*• der Stromkrei* geechiossen wild. 
Eine gromchiga, mcrrtpoiarisierbare Referenzeiek- 
trode gestaaet da ut>g*h*nderta Attertung <*• 
Sensorstrornea. 

So ist beispietsweise a* der EP-A 0 048 090 
eine Sensoraoordnuog der eino^no^nanrten Art 
bekanntgeworden. welche eine Ourchm*meazeee 
aufwetet deren eine Serte von einer elektrochemi- 
schen Mrinschichttette bedeckt wird. Oiasa Ze»e 
wetst zwischen einer inneren. und einer Jufleren 
Membran eine Enzymschtcht auf. wobei die innera 
Membran dicht an einer Haiterung anttegt weteha 
in konzentrischer Anordnung eine Ptatinanode und 
eine Ag/AgCI-Referenzelektrode aufweist. Oie 



DUnnschichtzeHe wird mittels eines ORinges an 
der Haiterung befestigt Die Suflere Membran die- 
ser DOnnschichtzette stent mit der in die Meflzeile 
eingebrachten Probe in Kontakt. wobei innerhaib 

5 von kurzer Zeit das zu messende Substrat und 
Sauerstoff in das innere der DOnnschichtzette ein- 
ditfundieren und mit dem Enzym der Enzymschtcht 
reagierea Oabei wird Wasserstoffperoxid produ- 
ziert. welches durch die innere Membran diffundiert 

io und an der Ptatinanode die entsprechende Meflre- 
aktion austflst. 

Es sind auch Elektrodenanordnungen bekannt. 
bei wetohen das jeweilige Enzym direkl auf der 
Plabnanode immobiUsiert ist wobei die eigentfiche 

is EnzymeteWrode von einer kreisringfdrmigen Refe- 
renzeleWrode umgeben und die gesamte Elektro- 
denanordrtung von einer Kautschuk-Membran ab- 
gedecxt wird. 

Nachteifig bei den bekanntan AusfOhrungen ist. 

20 daft sie zum Toil kompttziart aufgebaut sind und 
relativ groflvohtfnige. strOmungsungQnstige Proben- 
kammam aufweisen. den*n Abmessung direkt mit 
dem CKjrchmesser der Elektroo^anordnang zu- 
sammenhlngt. 

29 Aufgabe der Erfindung ist es, eine Sansoran- 
ordnung der emgangs genanntan Art dattngehend 
weiter zu biiden. dafl bei Aufrachtarhaitung der 
MedempfindScnkeit eine strdmungsgOnstiga. kfein- 
vokjmige OurchfluflmeBzette reaiisiert werden kann. 

30 wobei die Gesamtanordnung mfigBchst einfach her- 
steWMr sein soil. 

Oiese Aufgabe wird erfirKJungsgamid dadurch 
geldst da« die Reterenzeiektrode auBerhalb der 
jy^n^^atxlackung der Erizy^eiektrode angeord- 
» net ist und dafl oie maximaJe Ausdehmmg der 
OurrtriuftmeAzeile normal zur Strfirmjngsrichtung 
das Probanmatiums »m waaantHchan dem Ourch- 
masser der sansalvan Schicht der Enzymeiektrode 
ontspncht Es hat sich Qberraschenderweise ge- 
40 zeigt da« mil mambranfreian RefarerueieWroden. 
watch* beispietswetse in Strtmungsrtehtung des 
Probanfnadh;ms vor Oder nach der aigentSchen 
euyrnatttrode angaordnat sind. ausgazaichneta 
Matergabnissa araetoar sind, wobei vortaiihaltar- 
4s waisa sehr kompakte. strdmung^gOnstige MeBzei- 
len mdgich sM. damn Braita normal zur Strd- 
mungsnchtung im wesentUchen durch den Ourch- 
masaar der aigantichan Enzymeiektrode bestimmt 
wird. Ourch o^e strdmungsgOnsoga AusbiWung 
so wird oie Abtaganmg von Probenbestandteilen m 
der MadzaMa mWrniert und eine alWIIKge Reini- 
gung erteichtert 

Etna besonders vorteilhane WeitarbiWung der 
Erfindung. durch wetehe das MaBzellenvolumen 
weitar verkleinart werden kann. sieht vor. dafl die 
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DurchfluflmeflzeKe zwei gegenuberttegende Oeck- 
fiacnen aufweist, dad in einer der OeckflSchen die 
sensitive Schicht der Enzymetektrode und in der 
anderen DecWIache die membranfreie Referenzel- 
ektrode. vorzugsweise eine Ag-Elektrode. liegt. Ein 
weiterer Vorteil bei extern angeordneten membran- 
freien Referenzelektroden besteht da/in, dafl in 
Sensoranordnungen weiche austauschbare Elektro- 
den aufweisen, nur die eigenttiche Enzymetektrode 
ausgetauscnt werden mufl, wobet die separate, 
praktisch wartungsfreie Referenzelektrode in der 
Strsoranordnung verbleiben kann. 

In vielen Meflsituationen mufl neben der Sub- 
stratkonzentration noch ein weiterer Parameter der 
Probenflussigkeit bestimmt werden, beispietsweise 
deren eiektrische Leitfahigkeit bzw. Impedanz, wo 
bei im Sinne einer kompakten AusfUhrung der Sen- 
soranordnung erfindungsgemSfl vorgeschlagen 
wird, dad die Referenzelektrode Teil einer Elektro* 
denanordnung zur Impedanz messung tst wobet 
die zugehdrige Gegenelektrode vorzugsweise in 
der der Referenzelektrode gegenubertiegenden 
Oeckflache der Durchflu/Jmeflzelle angeordnet ist. 
Vvahrend die Enzymetektrode und auch die Refe- 
renzelektrode wie eingangs ausgefuhrt relatrv grofl- 
flachig ausgebildet sein sollten. reicht es fOr die 
Gegenelektrode einen dUnnen MetaJIstift, vorzugs- 
waise einen Silberdraht vorzusehen, welcher in die 
Durchfluflmeflzelle eintaucht Aus PfatzgrOnden 
empfiehlt sich beispielswetse oine • in StrSmungs- 
richtung gesehene - Anbnngung vor den sich ge- 
genuberstehenden Enzym- und Referenzelektro- 
den. 

Eine Sensoranordnung, in welcher neben der 
Substratkonzentration auch die leitfahigkeit bzw. 
Impedanz gemessen wird. kommt vor allem dann 
zur Anwendung, wenn Pertusionsld sungen gemes- 
sen warden, die mit dem Gewebe eines Organis- 
mus in Kontakt gebracht wurden, wobei nur eine 
tetiweise Equilibration der Perfustonsldsung mit 
dem im Gewebe vortiegenden zu rnessenden Sub- 
strat zustande kommt Das AusmaA der Equilibra- 
tion ist dann durch die sich a*ndernde UeittShigkeit 
der Perfustonstfsung besthnmbar. wodurch die ei- 
gentiicbe SuMradconzentratkxi auch bet nur teit- 
weiser Equilibration errechnet werden kann. 

Es ist entsprechend einer Weiterbildung der 
Erfindung auch mSglich. dafl die Gegenelektrode 
der Elektrodenanordnung zur tmpedanzmessung 
durch die Anode der Enzym e tektrode get* Wet ist 
FQr den Meflbetrieb ergeben sich dann prirtzipietl 
zwet mdgliche Vorgangsweisen. Entweder wird die 
Enzymkonzentration und die Impedanz aJtermerend 
gemessen. oder der Pofarisationsspannung fOr die 
Enzymmessung wird eine Wechseispannung fur 
die Impedanzmessung uberlagert wobei die bei- 
den Signale dann eiektronisch getrennt und ausge- 
wertet werden. 



Gerade bei Impedanzmessungen, aber auch im 
Hinblick auf die temperaturabhSngigen Reaktionen 
im Enzymsensor ist as meist wichtig, eine Informa- 
tion uber die Temperatur des Probenmediums zu 

s erhalten. Eine tOr die Herstellung besonders einfa- 
che Weiterbildung der Erfindung ist in diesem Zu- 
sammenhang dadurch gegeben. daH in einer der 
Gegenelektrode koaxial gegenOberliegenden Bon- 
rung im GehSuse der Durchfluflmeflzeile ein Tem- 

io peratur sensor, vorzugsweise ein NTC-Wider stand 
angeordnet ist. Es entsteht somit eine Suflerst kom- 
pakte Durcnflufl zeUe zur kontinuiarlichen Bestinv 
mung der Substratkonzentration, der Impedanz und 
der Temperatur eines Probenmediums. 

;5 Schliefllich ist erfindungsgemafl vorgesehen, 
dad die Enzymetektrode ais Glucosesensor ausge- 
bildet ist. Oas Enzym Glucoseoxidase kann dabei 
in an sich bekannter Art direkt auf der Ptatinanode 
Oder in einer Trfgermembran immobilisiert sein. 

zo Oie Erfindung wird nun anhand von Ausfuh- 
rungsbeispieten naher eriautert Es zetgen: 

Ftg. 1 eine Sensoranordnung nach der Erfin- 
dung geschnitten nach der Unie M in Fig. 2, 

Fig. 2 einen Schnitt nach der Unie ll-H in Ftg. 

25 1 , sowie 

Fig. 3 eine AusfC/rungsvariante in einer Fig. 
2 entsprechenden Schnittdarstelfung. 

Oie in Fig. 1 dargestellte Sensoranordnung 
weist ein zweigetetltes Gertiuse 1 auf, dessen Un- 

30 terteil 2 und Oberteil 3 in der Ebene der als Durch- 
flu/Jmeflzelte 4 ausgefUhrten Meflkammer zusam* 
mengeklebt sind. Die Meflzelle 4 I3uft - wie aus 
Fig. 2 ersichtlich • sowoht zufluA- ais auch abflufl- 
seitig in Kapillarbohrungen S aus, weiche an An- 

35 schtu/tetemente 6 anschlieflen, oie in Ausnehmun- 
gen 7 des Untertetls 2 und Oberteils 3 gehalten 
sind und beim Zusammenkleben beider Gehause- 
teile eingeklebt werden. Oie Durchfkjflrichtung des 
Probenmediums tst durch Pfeile 8 angedeutet. 

40 Oie Durchftiflmeflzelte 4 weist zwei gegeniiber- 
itegende DeckMchen 9 und 10 auf* wobei in einer 
9 die sensitive Schicht 11 der in einer flffnung 12 
des Oberteils 3 angeordneten Enzymetektrode 13 
liegt 

49 Oie Enzymetektrode 13 weist eine Halterung 14 
auf. die zentrisch von einer Ptaenanode IS durch- 
setzt wird. MeAzeltenseitig wird das Ende der Pta- 
tinanode IS von der sertsrtrven Schicht 11 bzw. 
einer Enzymmembran kontakttert. weiche ihrerseits 

so von einer a*uderen Membran 16 abgedeckt ist Oie 
Mernbran 18 wird durch einen Ofting 17. welcher 
in eine Ringnut 18 der Halterung 14 einrastet ge- 
haJten. Oer ORing 17 sorgt gtechzeitig fOr einen 
reibschlussigen SiU der EnzymeMdrode 13 in der 

55 dffnung 12 des Geniuses 1. Me8ze«enseittg ist ein 
an einem Absatz 19 der Offung 12 anliegendes 
Oichtelement 20 vorge sehen. durch welches die 
Enzymetektrode gegen den Oberteil 3 des Gehau- 
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ses abgedichtet wird. 

in der der Enzymelektrode 1 3 gegenuberlie- 
genden Deckfiache 10 der Ourchfluflmeflzelle 4 
befindet sich die StimflSche 21 der in einer Boh- 
rung 22 des Unterteils 2 angeordneten Referenzel- s 
ektrode 23. Die elektrischen AnschlUsse oer En- 
zymelektrode 13 bzw, der Referenzelektrode 23 
sind mit Bezugszeichen 24 bzw. 25 bezeichnet. 

Durch die externe Anbringung der Referenzel- 
ektrode 23 ist es mdglich, die Meflzelle 4 kleinvolu- w 
mig und strdmungsgunsttg auszubilden, wobei die 
maximale Ausdehnung der Meflzelle 4 normal zur 
Strdrr.ungsrichtung des Prcbertmediums im we- 
sentlichen dem Durchmesser 26 der sensitiven 
Schicht 1 1 der Enzymelektrode 1 3 entspricht. 15 

Beide Meflzellenteile konnen als Spritzguflteil 
aus einem elektnsch isolierendem Material, bet- 
spielsweise aus Plexiglas ausgefUhrt sein; es ist 
jedoch auch mdglich. die fur die einzelnen Elektro- 
den notwendigen Bohrungen bzw. Offnungen mit so 
entsprechenden Bohr- und FrSswerkzeugen herzu- 
stellen. 

Oer Equilibrierungsgrad von Perfussionsltfsun* 
gen kann dadurch bestimmt werden, dafl die elek* 
trische (mped anz zwischen zwet Metaltelektroden » 
die mit der PerfussionslQsung in Kontakt stehen, 
gemessen wird. Durch die freiliegende externe An- 
ordnung der Referenzelektrode 23 kann diese als 
Teil einer Bektrodenanordnung 27 fUr die Impe- 
danzmessung verwendet werden. Die zugehdrige x 
Gegenetektrode 28, angeordnet in einer Bohrung 
29 des Oberteils 3. endet in der der Referenzelek- 
trode 23 gegenuberliegenden DeckflSche 9 der 
Meflzelle 4. 

Es ist jedoch auch mbgiich. dafl die Qegen* js 
elektrode 28 zur Imped anzmessung durch die Ano- 
de IS der Enzymelektrode 13 realistert wird, wo- 
durch die Sensoranordnung weiter veretnfacht wird. 

Des weiter en ist in einer der Gegenetektrode 
28 koaxiaJ gegenuberliegenden Bohrung 30 im Ge- « 
hause i der Durchfluflmeflzeile 4 ein Temperatur- 
sensor 31 angeordnet Dazu wird vorzugsweisa ein 
angeschlirfener NTC-Widerstand verwendet Somit 
kann mit dieser mintaturisierten Ourchfiuflmeflzefle 
gieichzeitlg- die Sub stratkonzentration. der EquiK* 49 
brierungsgrad und die Temperatur einer Probe be- 
stimmt werden. Das MeflzeJIertvofumen betrtgt bet- 
spielsweise nur 15 uL 

Fig. 3 zeigt dafl es in einer AusfOrtrungsvarian- 
te der Erfindung auch mdglich ist die Enzymeiek* so 
trode 13 und die membranfreie Referenzelektrode 
23 in einer Deckfla*che der Meflzelle 4 aruuordnen. 
Auch hier entsteht eine strdmungsgOnstige Meflzet- 
te deren maximale Breite im wesentlichen dam 
Durchmesser 26 der sensitiven Schicht 1 1 der En- ss 
zymetektrode 13 entspricht. 



Ansprliche 

1. Sensoranordnung zur Bestimmung einer 
Substratkonzentration in einem Probenmedium mit 
einer mem bran bedeckten, amperometrischen En- 
zymelektrode und einer Referenzelektrode, welche 
mit einer Durchfluflmeflzeile in Kontakt stehen. da- 
durch qekennzelchnet , dafl die Referenzelektro- 
de (23) auflerhalb der Membranabdeckung der En- 
zymelektrode (13) angeordnet ist und dafl die ma- 
ximale Ausdehnung der Durchftuflmeflzellen (4) 
normal zur Strdmungsrichtung des Probenme- 
diums im wesentlichen dem Durchmesser (26) der 
sensitiven Schicht (11) der Enzymelektrode (13) 
entspricht. 

2. Sensoranordnung nach Anspruch 1. da- 
durch gekennzelchnet dafl die Durchfluflmeflzei- 
le (4) zwei gegenOberiiegende Oeckflachen (9. 10) 
aufweist dafl in einer der Deckfttchen (9) die sen- 
sitive Schicht (11) der Enzymelektrode (13) und in 
der anderen DecxflSche (10) die membranfreie Re- 
ferenzelektrode (23), vorzugsweise eine Ag-Elektro- 
de, liegt 

3. Sensoranordnung nach Anspruch 1 Oder 2. 
dadurch gekennzelchnet dafl die Referenzelek- 
trode (23) Teil einer Bektrodenanordnung (27) zur 
Impedanzmessung ist. wobei die zugehdrige Ge- 
genetektrode (28) vorzugsweise in der der Referen- 
zelekt/ode (23) gegenUberltegenden DeckflSche (9) 
der Durchfluflmeflzeile (4) angeordnet ist. 

4. Sensoranordnung nach Anspruch 3. da- 
durch gekennzelchnet dafl die Gegenetektrode 
(28) der Bektrodenanordnung (27) zur Impedanz- 
messung durch die Anode (15) der Enzymelektro- 
de (13) geoildet ist. 

5. Sensoranordnung nach Anspruch 3, da- 
durch gekennzelchnet dafl in einer der Gegen- 
etektrode (28) koaxiai gegenuberliegenden Bohrung 
(30) im Gehduse der Durchfluflmeflzeile (4) ein 
Tern per atursensor (31), vorzugsweise ein NTC-Wi- 
derstand angeordnet ist 

6. Sensoranordnung nach einem der AnsprU- 
che 1 bis 5. dadurch gekennzelchnet dafl die 
Enzymelektrode (13) als Glucosesensor ausgebit- 
qet ist 



EP 0 385 964 A2 





